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(Smith, 2001; Weissman et al., 2001)。 
我々の生体を構成している細胞を分化状態の点から分類すると、幹細胞、TA 細胞


















胞以外にも、心臓(Beltrami et al., 2003)、肝臓(Gaudio et al., 2009)、膵臓(Bonner-Weir 
and Sharma, 2002)、肺 (Kajstura et al., 2011)、腸 (Leedham et al., 2005)、皮膚
(Biernaskie et al., 2009)、脂肪(Yoshimura et al., 2009)といった組織や臓器において幹
細胞の発見や存在の可能性が報告されている。また、これらの組織幹細胞が生体内
の細胞のリニューアルや器官の機能維持、損傷組織の修復に関与していることが明ら










で明らかにされており(Osawa et al., 1996; Doetsch et al., 1999; Johansson et al., 1999; 

















すべく、ゲノムへ外来遺伝子を挿入せずに作製する方法(Fusaki et al., 2009; Zhou and 
Freed, 2009; Si-Tayeb et al., 2010)や、化合物により作製する方法(Huangfu et al., 
2008)などが考案されているものの、確実な安全性は保障されていない。加えて、これ
まで患者自身の細胞を使用するために拒絶反応が起こらないと考えられていたが、近
年マウスにおいて移植した iPS細胞が拒絶されたという報告(Zhao et al., 2011)もあり、
この点においても臨床に用いる前に多くの解決しなければならない問題を残している。









組織より ES 細胞や iPS 細胞のような多能性（三胚葉に属する細胞系列に分化できる
能力）を持つMuse細胞（Multilineage differentiating stress enduring cell）が単離可能
であることが報告され、組織幹細胞を用いた再生医療にさらなる期待がよせられてい







再構築させる治療法である(Thomas et al., 1971)。骨髄移植は、白血球の HLA 型が
donor と recipient の間で一定以上一致していないと拒絶反応が起きるため、これまで























CD34 抗体を用いて造血幹細胞を純化することができるとされている(Sutherland and 












れている(Johansson et al., 1999; Oishi et al., 2009; Takubo et al., 2010)。例えば、ニュ
ーロンやグリアといった神経細胞は、脳内で虚血が起こると死滅してしまうのに対し、
神経幹細胞は逆に活性化され、増殖・分化することで新しい神経細胞を生じることが








































を再生することが知られている (Schultz and McCormick, 1994; Smith et al., 1994; 
Hawke and Garry, 2001)。 
Pax7 （Paired box protein 7）は、マウスの骨格筋幹細胞の有力なマーカーであり、
近年 Pax7のトランスジェニックマウスの開発によって骨格筋幹細胞の起源や発生段階
における解析が大きく進んでいる (Seale et al., 2000; Relaix et al., 2004; Relaix et al., 




が進められ、CD34 (Beauchamp et al., 2000)、M-cadherin(Irintchev et al., 1994)、
VCAM-1 (Rosen et al., 1992)、caveolin-1 (Volonte et al., 2005)、calcitonin receptor 
(Gnocchi et al., 2009)、α7 Integrin (Blanco-Bose et al., 2001)、β1 Integrin (Kuang et al., 
2007)、Nestin (Day et al., 2007)など多くのマーカーが報告されている。また、様々な細
胞表面マーカーの組み合わせ（例えば、Syndecan-3 と Syndecan-4 (Tanaka et al., 



























以前ヒトの骨髄間葉系細胞（bone marrow stromal cell: BMSC）とヒトの fibroblast より新
規の多能性幹細胞である Muse 細胞の濃縮に用いた長時間のトリプシン処理















本章では、Japan SLC, Inc.より購入した C57BL/6NCrSlcマウス（8週齢、オス）を用
いて研究を行った。 
マウスから大腿筋と腓腹筋を採取後、脂肪や結合組織等を除去し、DMEM 
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium; Invitrogen)で 2回洗浄した。その後、骨格筋を
DMEMで調製した 0.1 mg/ml collagenase/dispase（Roche Applied Science）溶液に浸し、
37℃に保った 5% CO2インキュベーター内で 2時間程度コラゲナーゼ処理を行った。
その後、組織をフィルトレーションして得られた細胞分散液を 15 mlのチューブに回収
し、110×gで 8分間遠心した。上清を新しい 15 mlチューブに回収し、400×gで 8分









DMEMに以下の因子を添加したものを Growth medium とした。 
20%（v/v）FBS（fetal bovine serum; Hyclone; Thermo Fisher Scientific） 
0.1 mg/ml kanamycin sulfate（Gibco Invitrogen） 










① 無血清 ： 血清を加えていない DMEM  
② 低栄養 ： HBSS（Hanks’ balanced salt solution）buffer (Invitrogen)  
③ 低酸素 ： 20% FBSを加えた DMEM  
④ LTT ： 0.25% Trypsin-HBSS（Invitrogen） 
 
培養条件 
① 無血清 ： 37℃、CO2インキュベーター内で 2日間培養 
② 低栄養 ： 37℃、CO2インキュベーター内で 2日間培養 
③ 低酸素 ： 酸素濃度を 2%に設定した 37℃、CO2インキュベーター内で 2
日間培養 






養 24 時間後にカバーガラスを回収し、免疫染色を行って Pax7 陽性細胞の割合を測
定した。この検討は、それぞれ 3回以上行った。 
 
LTT （long-term trypsin incubation） 
5×105細胞のマウス骨格筋系細胞を 5 mlのトリプシン溶液（0.25% trypsin-HBSS）
に懸濁し、6 cm dishへ移して 37℃の CO2インキュベーター内で各処理時間（1、3、6、
8時間）インキュベートした。その後、0.01 Mの PBSを用いて細胞液を 15 mlチューブ
に回収し、400×gで 8分間遠心した後に上清を除去した。得られた細胞のペレットに 
5 mlの PBSを加え、MSI Minishaker（IKA Works, Inc.）を用いて 1800 rpm/minで 1分
間 vortexを行った。その後、400×gで 15分間遠心し、上清を取り除いて得られたペレ













1） ブロッキング溶液を加え、室温で 1時間インキュベートした。 
2） ブロッキング溶液を除去し、一次抗体溶液を加えて 4℃で一晩反応させた。 
3） 一次抗体溶液を取り除き、PBSで 3回洗浄した。 
4） 二次抗体溶液を加え、室温で 1時間反応させた。 
5） 抗体溶液を除去し、PBSで 3回洗浄した。 
6） 抗体希釈液で希釈した DAPI溶液を加え、室温で 2分間反応させた。 




・ ブロッキング溶液 ： 0.8%（ｗ/v）ブロックエース（DS Pharma Biomedical）、5%（w/v）
BSA（bovine serum albumin; Sigma-Aldrich Japan）、0.3%（v/v）
Triton X-100（Wako Pure Chemical） in 0.02 M PBS。 
・ 抗体希釈液 ： 0.2%（ｗ/v）ブロックエース、1%（w/v）BSA、0.3%（v/v）Triton X-100 
in 0.02 M PBS 




・ Pax7 ： 6000倍希釈。Developmental Studies Hybridoma Bank（DSHB）より購入。 
・ MyoD ： 200倍希釈。BD Pharmingen より購入。 
・ Myogenin ： 1000倍希釈。BD Pharmingen より購入。 
・ S100A4： 2000倍希釈。Dako Cytomation より購入。 
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・ von Willebrand factor（vWF）： 1200倍希釈。Dako Cytomation より購入。 
・ P0 ： 100倍希釈。Karl-Franzens Universitatの Dr. J.J. Archelos より給与。 
・ Ki67 ： 100倍希釈。Thermo Fisher Scientific より購入。 
 
【二次抗体】 
Alexa488 もしくは Alexa568 で標識された抗マウス IgG もしくは抗ウサギ IgG 抗体を、
500倍に希釈して使用した。使用した二次抗体は、全て invitrogen より購入した。 
 















3, Fig. 7 Before LTT）。また、この細胞集団には非骨格筋細胞も含まれていると考えら
れたため、fibroblast や血管内皮細胞、シュワン細胞の割合も調べた。その結果、
fibroblast（S100A4+Pax7-MyoD- cells）は 78.4±2.6%、血管内皮細胞（vWF+ cells）は
2.6±0.6%、シュワン細胞（P0+ cells）は 3.2±0.5%の割合を占めていることがわかった
（Fig. 4, Fig. 7 Before LTT）。 
 
ストレス条件の検討 











マウス骨格筋の初代培養細胞に対して 1, 3, 6, 8時間のトリプシン処理を行い、それ
ぞれの処理時間での細胞集団に含まれる Pax7陽性細胞の割合を調べた。 
その結果、LTTの各処理時間の Pax7陽性細胞率は、LTT前では 9.3±3.4%、1時




べたところ、LTT処理 1時間では 6.0±0.4%、3時間では 5.4±0.4%、6時間では 12.8
±1.2%、8時間においては 16.3±2.2%であった（Fig. 5B）。 
同様にして、MyoD 陽性細胞についても調べたところ、MyoD 陽性細胞の割合は、
LTT前では10.0±4.4%、LTT 1時間において8.3±3.0%、LTT 3時間では13.2±2.4%、
LTT 6時間では 34.3±0.5%、LTT 8時間において 23.8±3.5%という結果が得られた
（Fig. 6A）。また、LTTの各処理時間における細胞の生存率も調べたところ、LTT 1時
間では 5.1±0.5%、LTT 3時間では 4.9±0.9%、LTT 6時間では 14.3±1.7%、LTT 8
時間においては 17.9±1.9%であった（Fig. 6B）。 
また、6時間の LTT後の細胞集団に含まれる populationを調べたところ、Pax7陽性
かつMyoD陽性の細胞は 19.5±2.6%、少なくとも Pax7またはMyoDのいずれかを発
現する骨格筋細胞myocyte lineage cellsは 43.3±1.0%を占めていた（Fig. 7）。さらに、
非骨格筋細胞が占める割合も調べたところ、fibroblast が 61.7±1.5%、血管内皮細胞
が 0.4±0.2%、シュワン細胞が 0.3±0.1%の割合を占めていた（Fig. 7）。 
 
in vitroにおける LTTによる幹細胞への影響 
6時間の LTT後に得られた細胞に対して、細胞増殖マーカーである Ki67を用いて
免疫染色を行ったところ、LTT により濃縮された Pax7 陽性細胞の中に Ki67 を発現し























飢餓状態から回復すると、生き残った germline stem cellsが増殖・分化することで、生




る可能性が示唆されている (Cipolleschi et al., 1993; Levesque et al., 2007; Parmar et 
al., 2007)。また、ヒトやマウスの iPS細胞の作製効率が、低酸素条件下で増強されたと







なる細胞外基質への接着が阻害されると、anoikis と呼ばれる特殊な apoptosis が誘導
























れる幹細胞の割合を調べた。その結果、4 つの処理時間の中でも 6 時間の LTT が最
もマウスの骨格筋幹細胞を濃縮することができ、LTT前では 9.3±3.4%であったのが 6
時間の LTT処理後では 28.6±1.9%と、LTTによって約 3倍以上も幹細胞を濃縮する
ことができた。 
加えて、一部の骨格筋幹細胞を含む未分化なMyocyteのマーカーであるMyoD陽
性細胞についても LTT による含有率の変化を調べた。その結果、MyoD 陽性細胞に
おいても Pax7 と同様、6時間の LTTにおいてMyoD陽性細胞の割合が最も高くなっ





くことが予想される。しかし、本章の結果では、Pax7 陽性細胞と同様に MyoD 陽性細










ン処理を行った後に 1 分間の vortex を行うことで、よりストレスに強い細胞のみを回収






骨格筋幹細胞には、細胞増殖を行っていない休止期状態の quiescent stem cells
（Pax7＋MyoD－細胞）と、細胞周期に入って自己複製と分化細胞を生み出す activated 
stem cells（Pax7＋MyoD＋細胞）が含まれていることが知られている (Tedesco et al., 
2010)。本研究の LTTは、Pax7陽性細胞とMyoD陽性細胞の両方の割合を LTT前後
で約 3倍以上上昇させることができているが、これらの陽性細胞の中でも Pax7のみ陽
性を示す quiescent stem cells の割合は、LTT 前後で 6.8±4.0%から 9.1±4.5%へ、
Pax7 陽性かつ MyoD 陽性を示す activated stem cells の割合は 2.5±0.6%から 19.5
±2.6%へ上昇していることがわかった（Fig. 7）。この結果から、1）LTT は quiescent 
stem cells と activated stem cellsの両方に対して濃縮できる方法であること、また LTT
前後で変化した割合は、quiescent stem cells よりも activated stem cellsの方が著しく大
きいことから、2）activated stem cellsの方が quiescent stem cellsよりも LTTが与えるスト
レスに対して耐性が高いことが示唆された。一方、未分化なMyocyte（Pax7-MyoD+ 細
胞）においても、LTT前後において 7.5±6.0%から 14.8±3.2%まで濃縮されていること







調べたところ、fibroblast は 78.4±2.6%から 61.7±1.5%へ、血管内皮細胞は 2.6±










Ki67 を発現している Pax7 陽性の骨格筋幹細胞を確認することができた。また、これら
の細胞は LTT 前では 91.5±2.7%、LTT 後では 51.1±4.4%、LTT なしの系では 56.9
±2.4%の割合で含まれていた。Ki67 は、細胞周期関連核タンパク質であり、細胞周
期の G1 期，S 期，G2期，M 期において発現するが，増殖を休止している G0 期にお
いては発現しないことが知られている。今回の結果から、LTT処理を行った Pax7 陽性
細胞が Ki67 を発現していることから、LTT 後においても骨格筋幹細胞が増殖能を保









































本章では、ヒトの骨格筋細胞として、Lonza より購入した SkMC という培養細胞と、マ
ウスの骨格筋から初代培養細胞を樹立した方法と同様の手法を用いてヒトの骨格筋か









本章では、Asterand, Inc.より購入した 2 種類の正常なヒト骨格筋サンプル（80 歳女
性、82歳男性）を用いて研究を行った。 
ヒトの大腿筋より採取された約 3～10 cm3のサンプルから脂肪や結合組織、血管等





Lonza より購入した正常ヒト骨格筋細胞（Normal Human Skeletal Muscle Cells; 




LTT （long-term trypsin incubation） 











・ typeⅠcollagen ： 1000倍希釈。Southern Biotech より購入。 



















SkMC に含まれる Pax7 陽性細胞の割合を免疫染色を用いて調べたところ、11.8±
1.1%の陽性細胞が含まれていることがわかった（Fig. 10, Fig. 11B before LTT）。次に
マウスと同様に、SkMCに対して LTT（1, 3, 6, 8時間）を行い、生き残ってきた細胞集
団に含まれる Pax7 陽性細胞の割合を調べた。その結果、LTT 前では 11.8±0.9%、1
時間では 28.1±1.1%、3 時間では 32.2±1.6%、6 時間では 11.0±2.7%、8 時間にお
いては 8.1±2.0%を示した（Fig. 11A）。また、各処理時間における細胞の生存率も調
べたところ、LTT処理 1時間では 5.1±0.4%、3時間では 8.1±1.0%、6時間では 15.3
±2.1%、8時間においては 19.9±4.6%であった（Fig. 11B）。 
 
LTTによるヒト骨格筋幹細胞への影響 
LTT 後の SkMC に対して細胞増殖マーカーである Ki67 を用いて免疫染色を行っ
たところ、濃縮された Pax7 陽性細胞において Ki67 を発現している細胞が確認された
（Fig. 12）。また、Ki67陽性を示すPax7陽性細胞の割合を測定したところ、LTT前では










skeletal muscle cell: T-SKMC）を樹立した（Fig. 14）。この T-SKMCに含まれる細胞の
population を調べたところ、Pax7 陽性細胞は 31.2±4.7%、MyoD 陽性細胞は 53.9±
2.3%、またPax7陽性かつMyoD陽性を示す細胞は 6.6±1.3%の割合で含まれていた
（Fig. 15, Fig. 18 Before LTT）。さらに、非骨格筋細胞の population も解析したところ、
fibroblast（typeⅠcollagen+Pax7-MyoD- cells）は 10.1±0.4%、血管内皮細胞（vWF+ 
27 
 
cells）は 3.9±0.5%、シュワン細胞（GFAP+ cells）は 3.1±0.2%の割合を占めていた




ヒト骨格筋より樹立した T-SKMCに、1, 3, 6, 8時間のトリプシン処理を行い、それぞ
れの処理時間での Pax7陽性細胞率を測定した。その結果、LTT前では 31.6±4.1%、
1時間では 46.4±10.6%、3時間では 79.9±1.9%、6時間では 33.2±6.7%、8時間に
おいては 19.9±3.0%を示した（Fig. 17A）。また、各処理時間での細胞の生存率も調
べたところ、LTT 処理 1 時間では 12.0±1.3%、3 時間では 13.4±0.9%、6 時間では
15.5±0.5%、8時間においては 17.8±1.6%であった（Fig. 17B）。加えて、MyoD陽性
細胞の割合は 63.9±1.3%、Pax7陽性かつMyoD陽性の細胞は 48.9±3.0%であった
（Fig. 18）。一方、非骨格筋細胞が占める割合も調べたところ、fibroblast が 1.9±0.4%、












を示すことが知られている (Osawa et al., 1996)。また、骨格筋幹細胞においても同様
の事例が存在する。現在、ヒトの骨格筋幹細胞のマーカーとして Pax7 と同じく NCAM
（neural cell adhesion molecule；CD56）が用いられている。しかし、NCAMは骨格筋幹
細胞特異的マーカーではなく、末梢血のリンパ球やNK細胞、樹状細胞、ニューロン、
グリア細胞などの細胞表面において発現することが知られている表面抗原である
(Cashman et al., 1987; Schubert et al., 1989; Mechtersheimer et al., 1992)。この NCAM
は、ヒトとラットの quiescent な状態の骨格筋幹細胞において発現していることが知られ
ているが (Irintchev et al., 1994; Fidzianska and Kaminska, 1995)、マウスの骨格筋幹
細胞では通常発現しておらず、分化の方向に傾いた時のみ NCAM を発現するように




室でヒトの骨格筋から樹立した T-SKMC の両方を用いて、LTT がヒトの骨格筋幹細胞
の濃縮に対しても有効であるかどうかを確認した。 
 
はじめに、培養細胞の SkMC を用いて、マウスと同様の条件である 1、3、6、8 時間
のLTTを行い、細胞集団に含まれる骨格筋幹細胞の割合を調べた。その結果、マウス
の結果とは異なり、SkMC では 3 時間の LTT が最も効果的に骨格筋幹細胞を濃縮で
きることが示された。また LTT前後における細胞集団に含まれる骨格筋幹細胞の割合
は、LTT前では 11.8±1.1%であったのに対し、3時間の LTT後では 32.2±1.6%と、マ
ウスと同様に 3 倍以上割合が増加していることが示された。また、マウスと同様、SkMC
においても処理時間が長いほど細胞の生存率が上昇していることがわかった。 


















果的であったのに対し、ヒトの SkMC では 3 時間であった。この理由として考えられる






実験の流れとしては、SkMC と同様である。その結果、T-SKMC を用いた LTT におい




T-SKMCに 3時間の LTTを行うと、LTT前では 31.2±4.7%の骨格筋幹細胞が含ま
れていたのに対し、LTT 後では 79.9±1.9%と、LTT 後の細胞集団の約 80%を骨格筋
幹細胞が占めるという好成績であった。また、本研究では 2人のドナーより骨格筋サン








3時間の LTT を行うことで MyoD陽性細胞は 53.9±2.3% から 63.9±1.3%へ増加
し、Pax7陽性かつMyoD陽性を示すactivated stem cellsは6.6±1.3%から48.9±3.0%
へと大幅に増加していることが示された。一方、T-SKMC に含まれる非骨格筋細胞の
割合では、fibroblast が 10.1±0.4%から 1.9±0.4%、血管内皮細胞が 3.9±0.5%から
0.9±0.3%、シュワン細胞では 3.1±0.2%から 0.7±0.1%へといずれも大幅に減少して
いることがわかった。 
以上の結果から、T-SKMCに 3時間の LTTを行うことで、全体の約 80%まで骨格筋
幹細胞を濃縮することができた。さらに、幹細胞も含む筋再生に携わる myocyte 
lineage cells（少なくとも Pax7もしくはMyoDを発現する細胞）の割合では、LTT後に得
られた細胞集団の約 95%を占めていることが示された（Fig. 18）。 
  
しかし、T-SKMC では非常に有効であった LTT だが、同じヒト骨格筋由来である培






一方、LTT 前の Pax7 陽性細胞率を比較すると、SkMC では 11.8±1.1%、T-SKMC
では 31.2±4.7%であり、この 2 種類の細胞はスタート時の Pax7 陽性細胞の割合から




が考えられる。しかし、T-SKMC においてはもともとの Pax7 陽性細胞の割合が高かっ
















































前章で樹立した T-SKMCにあらかじめ lentivirusによって GFP を導入し、細胞を標
識した (Hayase et al., 2009)。 
NOGマウス（NOD/Shi-SCID (Ito et al., 2002), IL-2RγKO Jic, 8週齢、オス； ICLAS 
Monitoring center）または SCID マウス（8 週齢、オス；CLEA Japan）の大腿筋に
cardiotoxinを注射して骨格筋損傷モデルマウスを作製した (Dezawa et al., 2005)。骨













1） 乾燥させた切片を PBSで 3回洗浄した。 
2） ブロッキング溶液を加え、4℃で 1.5時間インキュベートした。 
2） ブロッキング溶液を除き、1次抗体溶液を加えて 4℃で一晩反応させた。 
3） 1次抗体溶液を取り除き、PBSで 3回洗浄した。 
4） 二次抗体溶液を加え、4℃で 2時間反応させた。 
5） 抗体溶液を取り除き、PBSで 3回洗浄した。 
6） DAPI溶液を加え、室温で 2分間反応させた。 






・ ブロッキング溶液 ： 5%（v/v）normal goat serum（Vector Laboratories）、0.3% BSA、
0.1% Triton X-100 in 0.01 M PBS 
・ 抗体希釈液 ： 0.1% Triton X-100 in 0.01 M PBS 







・ Pax7 ： 1000倍希釈。 













GFPをラベルした T-SKMCに 3時間の LTT処理を行った SEC populationを、あら
かじめ cardiotoxin で損傷を与えた免疫不全マウスの大腿筋へ移植した。その結果、
移植してから 2 週間後の損傷部位において GFP 陽性の中心核を持つ再生筋線維が
確認され、これは損傷部位での中心核をもつ筋線維の中の 43.0±1.5%を占めている
ことがわかった（Fig. 19A,B, Fig. 20 2 week）。また、移植 4週間後では、GFP陽性を示
す筋線維が human dystrophinを発現していることが確認された（Fig. 19C,D）。さらに、
再生筋において GFPを発現する Pax7陽性細胞が確認された（Fig. 19E,F）。 
 
次に、SEC population を移植してから 4 週間後に、再度 cardiotoxin を移植部位へ
投与し、組織を損傷させた。その後、細胞を追加移植することなく 2 回目の損傷から 2
週間後（計 6 週間後）に組織を回収し、最初の移植で損傷部位に生着したヒト骨格筋
幹細胞から再生された筋線維の割合を調べた。その結果、GFP 陽性で中心核を持つ















あらかじめ cardiotoxin で損傷を与えたマウスの骨格筋へ GFP でラベルしたヒトの
SEC population を移植したところ、移植 2 週間後の損傷部位において 43.0±1.5%の
GFP 陽性を示す移植細胞由来の中心核を持つ再生筋線維が確認された。また、移植
4週間後において human dystrophinを発現している GFP陽性の筋線維も確認するこ
とができた。ジストロフィンは、筋細胞の細胞骨格を形成、支持、安定化させる重要な
役割を持つタンパク質であり、正常な筋線維において発現が確認されるタンパク質で
ある。これらの結果から、移植した SEC population が損傷部位に生着し、損傷した筋
線維の再生を正常に行えたことを示唆している。 
 





















これまで第 2 章と第 3 章において、マウスおよびヒトの骨格筋系細胞を用いて、LTT














































保護する因子として small heat shock protein familyである Hsp27（heat shock protein 
27）と αB-crystallin が関与していることが報告されている  (Nedellec et al., 2002; 
Mercatelli et al., 2010)。HSP（Heat shock protein）は、熱ショックによって誘導されるタ
ンパク質として同定され、細胞がストレス条件下にさらされた際に発現が上昇し、細胞
を保護する機能を持つ抗ストレス因子として知られている (Concannon et al., 2003; 















T-SKMCに 3時間の LTT処理を行い、回収した SEC populationを OCT compound
に包埋した。その後、厚さ 8 µmの凍結切片を作製し、免疫染色を行うことで LTT前後
における抗ストレス因子の Hsp27 と αB-crystallinの発現を解析した。 
 
作製した凍結切片を十分に乾燥させてPBSで3回洗浄後、ブロッキング溶液を加え




・ Pax7 ： 6000倍希釈。 
・ Hsp27 ： 100倍希釈。Enzo Life Sciences より購入。 






T-SKMCに 3時間の LTT を行い、SEC populationにおける Hsp27 と αB-crystallin
の発現を免疫染色によって確認した（Fig. 21）。 

















に関与しているという報告のある Hsp27 と αB-crystallinに着目した。 
 














Hsp27や αB-crystallinなどの small heat shock proteinは、定常状態の組織におい




くことが知られている (Kato et al., 1994)。また最近では、アポトーシスを誘導する複合
体である apoptosome の形成を HSP が阻害することで、下流のカスパーゼの活性化が
抑制され、細胞死抑制に働いていることが相次いで報告されており、Hsp27 において
はapoptosomeの構成因子であるチトクロムｃと結合し、カスパーゼ9の活性化を抑制す


















































（7） ヒトの骨格筋幹細胞に対しても LTT は幹細胞の持つ増殖能や分化能に影響を
与えないこと （in vitroでの検証） 
（8） ヒト骨格筋から樹立した初代培養細胞 T-SKMC では、LTT を行うことで SEC 
populationの約 80%まで骨格筋幹細胞を濃縮することができ、全体の約 95%まで

































































fibroblast を除く手法として、現在 pre-plating 法が広く用いられている (Richler and 
Yaffe, 1970; Rando and Blau, 1994; Qu et al., 1998; Qu and Huard, 2000)。この























位するジストロフィン遺伝子の異常が原因であり (Ray et al., 1985)、DMD患者は乳幼
児期には正常児とほとんど変わらない運動能力を示すが、4〜5 歳頃から筋力低下、
歩行異常といった症状が表れる。そして、年齢を経るに従って筋力低下が進行し、20
歳代で心不全または呼吸不全により死に至る、という重篤な疾患であり (Hoffman et 
al., 1987; Emery, 2002)、未だに有効な治療法は確立されていない。 
これまでに、DMDの患者に未分化な Myocyte を移植するという臨床治療が行われ、
機能改善が見られたが、それらはすべて一時的なものであり、移植後における細胞の
生存率の低さや細胞増殖の限界といった課題が残されている (Peault et al., 2007; 













以外にも以前、骨髄の間葉系細胞や fibroblast から LTT によって新規の多能性幹細





















細胞の代替マーカーとしてマウスでは SM/C-2.6 （Fukada et al., 2004の結果を引用）、



































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































った。（Scale bars＝A：100 µm、B-C：50 µm） 
 




















Fig. 7 LTTによる細胞の populationの変化 

























Fig. 10 SkMCの characterization 
市販のヒト正常骨格筋細胞 SkMCに含まれる骨格筋幹細胞を、Pax7を用いた免疫染
色を行って解析した。（A）SkMCの位相差顕微鏡写真。（B）-（C）SkMCが含む Pax7
陽性細胞の免疫染色像。核染色は DAPIを用いて行った。（B）Pax7 と DAPIの
Merged画像。（C）Pax7の染色像。（Scale bars＝A：100 µm、B-C：50 µm） 
 














Fig. 13 SkMCの LTT後のにおける多核の筋管細胞の形成 




色は DAPIを用いて行った。（Scale bars＝50 µm） 
 
Fig. 14 ヒト骨格筋から樹立した T-SKMC 
（A）Asterand より購入した新鮮ヒト骨格筋。（定規の単位：cm）（B）ヒトの骨格筋より樹
立した T-SKMCの位相差顕微鏡写真。（Scale bars＝100 µm） 
 
Fig. 15 T-SKMCの characterization 
ヒトの骨格筋より樹立した初代培養細胞 T-SKMCに含まれる骨格筋細胞を各マーカ
ーを用いて免疫染色を行った。（A）-（B）T-SKMCの Pax7を用いた染色画像。核染色
は DAPIで行った。（A）Pax7 と DAPIのMerged画像。（B）Pax7の染色像。（C）-（D）
MyoDを用いた染色画像。（C）MyoD とDAPIのMerged画像。（D）MyoDの染色像。
（Scale bars＝50 µm） 
 







た。（Scale bars＝50 µm） 
 





Fig. 18 LTTによる T-SKMCの populationの変化 









Fig. 19 損傷モデルマウスへの SEC populationの移植 











（Scale bars＝30 µm） 
 






Fig. 21 SEC populationの骨格筋幹細胞における抗ストレス因子の発現 
3時間の LTTを行った T-SKMCの SEC populationに含まれる骨格筋幹細胞における
Hsp27 と αB-crystallinの発現を免疫染色にて確認した。緑色は Pax7シグナル、赤色
は Hsp27 もしくは αB-crystallinのシグナル、青色は核染色を示す。核染色は DAPIを
用いて行った。（Scale bars＝25 µm） 
 
Fig. 22 LTT前後における Pax7の発現と抗ストレス因子の発現 
LTT前と 3時間の LTT後での Pax7陽性細胞および陰性細胞における Hsp27（A）ま
たは αB-crystallin（B）を発現している細胞数を解析した。黒い barは Hsp27 または
αB-crystallin陽性細胞、白い barはHsp27または αB-crystallin陰性細胞を示している。
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long-term trypsin incubation (LTT) が両種共に最も Pax7陽性細胞の割合を上昇させることが出来た。
特に、ヒト骨格筋を用いた検証においては、LTT 処理を行うことで Pax7 陽性細胞の割合を約 30%から
約 80%まで上昇させることに成功し、さらに LTT 処理後の細胞集団の約 95%を骨格筋再生に携わる
Pax7もしくはMyoD陽性細胞が占めていることが確認された。次に、LTTによる細胞への影響を確認す
るために、in vitroにおいて LTT後の Pax7陽性細胞の増殖や多核の筋管細胞の形成を確認した。その
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